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水 曲 柳 FmPHV 基因 克隆 及 在 形成 层 愈 伤 组 织 中 的 表达 分 析 
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150040; 3. 黑龙 江 省 山河 屯 林 业 局 ， 无 常 150232， 黑 龙 江 ; 4. 黑龙 江 省 大 海 林 林业 局 ， 
牡丹 江 15700， 黑 龙 江 ) 
摘要 : 植物 PHAVOLUTA (PHV) 转录 因子 是 HD-ZIPII AURA BE RAZ, ERIE HRE ERR I 
芽 形 成 过 程 中 起 着 重要 调控 作用 。 本 研究 通过 基因 克隆 获得 了 水 曲 柳 PAV 基因 ， 并 命名 为 FmPHV. 生物 
信息 学 分 析 表 明 ， 水 曲 柳 ЕтРНУ 基因 编码 区 全 长 为 2 112 bp， 包 含有 一 个 完整 的 开放 阅读 框 ， 其 编码 了 
一 个 由 703 个 氨基 酸 组 成 的 蛋白 。 亚 细胞 定位 预测 其 主要 存在 于 叶绿体 中 ， 为 稳定 亲 水 和 蛋白。 保守 域 及 同 
源 分 析 表 明 ，FmPHT 与 油橄榄 、 芝 麻 和 烟草 等 物种 的 同 源 蛋 白 保 守 结 构 域 同 源 性 高 达 99 96. 我 们 在 低温 
4°C RIEF, EH 50 mg*"I ЧИ Г OBA) 溶液 对 水 曲 柳 树 皮 进行 处 理 ， 获 得 了 水 曲 柳 形成 层 细 胞 ， 并 
进一步 诱导 获得 形成 层 愈 伤 组 织 。 对 FmPHV 基因 的 时 空 表 达 模 式 进 行 分 析 表 明 , FmPHTV 基因 六 月 份 表达 
量 最 高 ， 同 时 ，FmPHTV 能 够 在 芽 中 高 表达 ， 树 皮 获 得 的 不 同 来 源 的 愈 伤 组织 相 互 比较 ，FmPHT 在 来 源 为 
形成 层 分 生 组 织 形成 层 愈 伤 组织 中 的 表达 量 显著 高 于 其 在 其 他 来 源 的 愈 伤 组 织 中 的 表达 。 此 外 ， 我 们 对 水 
柳 幼 苗 瞬时 过 表达 FmPHV 基因 ， 对 其 所 在 通路 关键 基因 的 表达 特征 进行 分 析 。FmPHTV 瞬时 过 表达 后 ， 
生长 素 相关 基因 表达 下 降 ， 细 胞 分 裂 素 相关 基因 表达 上 升 ， 更 利于 芽 的 分 化 。 本 文 揭 示 了 水 曲 柳 FmPHV 
在 水 曲 柳 植株 生长 过 程 中 的 表达 模式 以 及 ЕтРНУ 过 表达 对 芽 再 生 通路 各 关键 基因 的 调控 情况 ， 为 研究 水 
ІІ: FmPHV 调控 生长 发 育 的 分 子 机 制 以 及 其 在 生长 素 和 细胞 分 裂 素 响应 通路 中 发 挥 的 作用 奠定 基础 。 
关键 词 : 水 曲 柳 ，PBEF 基因 ， 生 物 信息 学 分 析 ， 了 瞬时 侵 染 ， 形 成 层 细 胞 
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Abstract: PHAVOLUTA ( PHV ) transcription factor is one of the most important members of 
Homeodomain-leucine Zipper III (HD-ZIP) family, and plays an important role in the regulation of formation of 
plant stems apical and germ meristem. In this research, the PHV gene of Fraxinus mandshurica was acquired by 
gene cloning and named by FmPHV. Detailed bioinformatics analysis showed that the length of FmPHV gene was 
2112bp, and contained a complete Open Reading Frame (ORF) which encoded a protein with 703 amino acids. 
The FmPHV gene encoded a stable hydrophilic protein, the subcellular localization prediction of FmPHV protein 
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showed the FmPHV was mainly present in the chloroplast. Conserved domain and homology analysis of FnPHV 
protein indicated that, the homology of FmPHV between the homology PHV proteins in other species, such as 
Olea europaean L., Sesamum indicum and М. tomentosiformis, was 99%. Under 4?C condition, with the treatment 
of 50mgeL"! 3-indolebutyric acid (IBA) solution, we obtained the cambium callus from cambium stem cells of £ 
mandshurica. Analysis of the gene expression pattern of FmPHV showed that the FmPHV was the highest 
expression in June. Furthermore, the expression of FmPHV in buds was stronger than which in any other tissues. 
Compared with the callus from different sources, which obtained from the bark of Е mandshurica, the expression 
level of FmPHV gene in callus, derived from meristem formation, was significantly higher than which from other 
sources. Moreover, overexpression the FmPHV gene in Е mandshurica seedings will reduce the expression of 
auxin-related genes and increased the expression of cytokinin-related genes. This phenomenon indicated that the 
function of FmPHV gene was more beneficial to the process of plant shoot differentiation and regeneration. In 
summary, this research revealed the expression pattern of FmPHV gene during the growth and development in F 
mandshurica. And revealed the expression pattern of key genes in plant shoot regeneration pathway, which were 
regulated by FmPHV gene. Our research reveals the potential value of the molecular characteristic of FmPHV 
gene in the response of auxin and cytokinin pathways during the process of the formation of plant callus 
generation. 


Key words: Fraxinus mandshurica Rupr., ЕтРНУ, bioinformatic analysis, Transient infection, cambium cell 


HOMEO-DOMAIN LEUCINE ZIPPER CLASS (HD-Zip) 转录 因子 家 族 是 植物 中 所 特有 的 一 类 转录 因 
子 (Sessa et al.，2018)。 根 据 氨基 酸 序列 同 源 性 的 不 同 ， 植 物 HD-Zip 转录 因子 可 分 为 LIV 共 4 类， 其 共同 
特点 是 ， 都 含有 DNA 结合 同 源 域 Homeodomain (HD) 和 basic leucine zipper (bZIP) 结构 域 (Johannesson 
etal., 2001; Thakur et al.，2006)。 其 中 HD-Zip I 家族 的 主要 功能 是 调控 维 管 系统 原 发 性 和 继 发 性 组 织 形 
成 以 及 茎 尖 分 生 组 织 三 层 结构 的 建成 与 维持 (Caroline et al.，2010; Zhang et al.，2017)。HD-ZIP III 42 
个 保守 的 steroidogenic acute regulatory protein-related domain associated with the lipid-Transfer (START) 
结构 域 ， 其 C 末端 序列 高 度 保 守 ， 包含 有 一 个 由 甲 硫 氨 酸 - 谷 氮 酸 - 赖 氨 酸 -组 氮 酸 - 亮 氮 酸 - 丙 氮 酸 
(MEKHLAO 构成 的 结构 域 (Qin et al.，2009)。 拟 南 芥 中 ， 共 有 五 种 HD-ZIP II 蛋白质， 并 在 不 同 的 通路 
中 发 挥 着 重要 的 功能 。 包 括 REVOLUTA (REV / IFL-1 / AVB-1) , PHABULOSA (phb | AtHB-9) , PHAVOLUTA 
(PHV/ AtHB-14) , CORONA (CNA /AtHB-15) ЖІ AtHB-8(Ye, 2001). HD-ZIP III 蛋白 是 茎 端 分 生 组 织 命运 
的 主要 调节 因子 (Smith et al.，2010)。 拟 南 芥 的 研究 表明 ，rev phb phy 三 重 突变 体 表现 出 无 子叶 的 表 型 ， 其 
茎 尖 分 生 组 织 旦 现 出 针 状 结构 ， 并 且 能 够 观察 到 茎 人 尖 分 生 组 织 的 分 离 现 象 ， 说 明 HD-ZIP Ш PRATER 
芽 形 成 过 程 中 的 不 可 替代 的 作用 (Zhang et al.，2017)。 
在 植物 中 ， 生 长 素 和 细胞 分 裂 素 之 间 的 相互 协调 调控 关系 对 于 植物 的 整个 发 育 过 程 至 关 重要 ， 受 细胞 
分 裂 素 调控 的 WUS， 与 生长 素 通 路 中 的 CLV3， 通 过 彼此 的 负 有 反馈 调节 ， 决 定 干 细胞 的 分 化 方向 。 研 究 表 
HA, Нр-2ІРШ 转录 因子 家 族 通过 直接 调控 抑制 HISTIDINE PHOSPHOTRANSFER PROTEIN 6 (AHP6) 表 
ik, 同时 也 促进 细胞 分 裂 素 (Cytokinin, CK) 信号 传导 , 通过 CK 信和 号 在 茎 尖 分 生 组 织 空 间 结 构 中 与 4FP6 
的 负 反 馈 调节 系统 间接 调控 AHP 的 表达 (Bishopp et al，2011)。 近 期 有 研究 报道 ， 在 分 子 - 维 管 系统 的 遗 
传 分 析 中 HD-ZIPIII 与 生长 素 的 相互 关联 也 十 分 明显 ，HD-ZIP Ш 转录 因子 可 以 直接 调控 生长 素 生 物 合成 
基因 YUCS 和 生长 素 的 转运 方向 ， 并 且 HD-ZIPII 转录 因子 直接 与 在 维 管 系统 发 育 中 起 主要 作用 的 
MONOPTEROS/AUXIN RESPONSE FACTORS (MP/ARF5) 的 启动 子 相 互 作用 ，HD-ZIP Ш 通过 激活 MP 的 
表达 ， 进 而 稳定 维 管 系统 内 生长 素 状 态 ， 以 确保 维 管 细 胞 的 正确 形成 和 分 化 (Ruonala et al., 2017; Huang et 
al., 2014 ; Reinhart etal., 2013; Muller et al.，2016)。 这 些 研究 进一步 说 明了 HD-ZIPIII 转录 因子 家 族 成 
员 参 与 了 生长 素 和 细胞 分 裂 素 网 络 ， 并 与 其 中 各 关键 组 分 相互 作用 。 
H AU Se FARE 2H 2H Shoot Apical Meristem (SAMO 中 干细胞 盒 重 建 的 研究 表明 ，HD-ZIP Ш 转录 
因子 的 表达 受 WUSCHEL-RELATED НОМЕОВОХ1235 (wox1235/WOX2 蛋白 复合 体 ) 的 调控 ，WOX2 通 
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过 上 调 HD-ZIP Ш 转录 因子 的 表达 ， 促 进 细 胞 分 裂 素 的 积累 ， 进 而 提高 B 型 ARABIDOPSIS RESPONSE 


REGULATORs 


T; 
田 胞 分 化 (Zhang etal., 2017; Zeng etal., 2014). |8 HD-ZIPIII &F14E732& 


CARRs, 6425 ARRI, ARR2, ARR10 ЖІ ARR12) 的 表达 (Zhang et al., 2017). B 型 ARRs (Е 
为 细胞 分 裂 素 信号 通路 中 的 转录 激活 因 
空间 激活 WUS RIK, mA 


可 以 通过 与 microRNA165 / 6 #18] HD-ZIP Ш 转录 因子 结合 ， 


尖 分 生 组 织 分 化 命运 的 主要 调节 因子 ， 起 到 维持 茎 尖 分 生 组 织 结 构 并 建立 侧 器 官 (Sang et al.，2018)。 


HD-ZIP Ш 表达 模式 与 拟 南 芥 芽 再 
et al.，2014)。 由 此 可 见 ，HD-ZIP M 转录 因子 家 族 在 干细胞 侈 的 重建 以 及 芽 再 生 过 程 


生 过 程 中 生长 素 的 分 布 和 运输 方向 基本 一 致 (Ursache et al., 2014; Baima 


研究 表明 REV VER 


НЭ 


分 生 组 织 侧 向 位 置 以 激活 分 生 组 织 表 达 (Otsuga et al., 2001), ІП PHB, PHV 存在 单 
突变 体 表 型 不 易 被 观察 的 特点 (Jia et al.，2015)， 个 体 基因 功能 丰 


! 的 重要 作用 。 


前 人 


究 甚 少 。 但 有 文献 表明 PHB 和 PHV 基因 


与 REV 发 挥 部 分 重合 功能 (Prigge& М. ,2005)， 所 以 本 实验 对 FmPHV 基因 进行 了 克隆 ， 探 究 FmPHV 在 


水 曲 柳 中 的 表达 特性 


水 曲 柳 是 分 布 
2002)。 此 外 ， 其 
造 。 同 时 ， 水 曲 柳 
炎 性 细胞 因子 的 表 
不 仅 要 面临 寒冷 ， 


[t 


26 о 


于 中 国 东北 , SBES, 


日 本 以 及 俄罗斯 南部 的 硬木 树 
木材 拥有 良好 的 硬度 和 优美 的 质地 ， 


1, 是 常见 的 城市 景观 树木 (Tao et al., 
具有 重要 的 经 济 价值 ， 广泛 应 用 于 家 具 以 及 地 板 的 建 


有 具有 重要 的 药 用 价值 ， 


其 根 和 叶 可 用 来 治疗 症 疾 和 肺炎 ， 所 含 的 七 叶 皂 起 可 以 通过 抑制 


达 减 弱 特 应 性 皮肤 炎症 (Sarfraz et al., 2017; Jeong et al.，2018)。 由 于 水 
干旱 ， 病 虫害 ， 土 壤 盐 碱 性 变化 等 导致 水 曲 柳 成 材 不 易 的 诸多 环境 问题 ， 


柳生 长 过 程 中 
同时 其 种 


1 柳 自 然 环境 下 不 易 繁殖 。 所 以 我 们 考虑 到 对 水 曲 柳 无 性 系 繁殖 的 


多 领域 。 因 此 ， 水 曲 柳 无 性 繁殖 优良 体系 的 建立 具有 广阔 的 经 济 前 景 。 


柳 植株 离 体 再 生体 系 的 研究 包括 对 成 熟 乓 子叶 (Yang et al., 2013), 不 成 熟 胚 子叶 (Kong et 


2007), ЯК (Тао et al.，2002) ， 离 体 叶片 (Gu，2010) 为 外 植 


LO 在 易 休 眠 ， 春 化 时 间 长 等 问题 ， 导 致 水 
CO 建立 可 以 应 用 于 众 

e 目前 关于 水 曲 

CO а, 2012), Ж. EMER, 
TAR, RTI RRA 
C Cb, ИЖЕ 

CN вар. 

Q ня, ЖАИЗ АЖ 
> 1 材料 与 方法 

>< 1.1 实验 材料 来 源 与 处 理 

c 水 曲 柳 材 料 取 

= 实验 材料 ， 根 、 芭 、 叶 取 

O 取 自 野生 水 曲 柳 用 于 基因 定量 测定 。 对 水 


究 实 验 树 皮 为 主要 研究 对 象 ， 对 形成 层 细胞 进行 分 离 培养 ， 获 得 


1.2 实验 方法 


同时 对 芽 再 生 过 程 中 关键 转录 因子 FmPHT 在 不 同月 份 ， 


ІШІ FmPHV SHREW AL 


东北 林业 大 学 实验 林场 ， 以 成 熟 水 曲 柳 植株 树 皮 以 及 
水 曲 柳 3 年 生 盆栽 苗 ， 五 月 至 九 月 水 


E 。 但 是 对 于 具有 良好 扩 繁 能 力 的 水 曲 柳 胚 性 细胞 培养 相关 研究 
具 优良 扩 繁 能 力 的 形成 
不 同 组 织 部 位 以 及 在 形成 层 愈 伤 中 的 表 
完 提 供 参 考 。 


' 子 萌发 所 获得 的 30d 的 幼苗 为 
1 柳 全 株 ( 包 括 根茎， 叶 ) 及 雄花 雌花 


1 柳树 皮 进 行 消毒 后 ， 置 于 4C 中 ， 使 用 50 mg*L-!IBA RIBAK 


1.2.1 FmPHV 基因 编码 区 全 长 的 克隆 


水 曲 柳 转 录 组 数据 
基因 序列 并 设计 引 
对 特异 性 扩 增 产物 
中 。 送 至 生 工 生物 


使 用 CTAB 方法 提取 水 曲 柳 组 培 苗 总 RNA。 经 反 转 录 获 得 cDNA。 实验 前 期 对 水 


库 。 应 用 BioEdit 软件 中 
物 ， 对 PHV 编码 区 全 长 


进行 20 小 时 处 理 后 ， 放 入 诱导 培养 基 培 养 两 周 后 ， 获 得 水 曲 柳 形 成 层 愈 伤 。 将 材料 至 于 液 氮 中 冷冻 保存 。 


| 柳 转 录 组 测序 获得 
Local blast 功能 中 的 blastn 和 blastx 功能 , 比 对 分 析 确 认 PHV 


序列 进行 克隆 (引物 如 表 1 所 示 ) 。 使 用 Omega 胶 回 收 试剂 盒 


进行 回收 纯化 ， 使 用 pEASY-T5 载体 连接 特异 产物 ， 转 化 克隆 进入 Trans-TI 感受 态 细胞 


工程 (上海 ) 公司 测序 。 


表 1 克隆 FmPHV 4 


人 码 区 对 应 引物 


Table 1 primers used for cloning the coding regions in FmPHV gene 
引物 名 称 


Primer name 


引物 序列 


Primer sequence 


FmPHV-F 
FmPHV-R 


5’-TGCTTTACAATACAAAATCGC-3’ 
5'-AGGAAGTGGCTTAGGAACC-3' 
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1. 2. 2 FmPHV 基因 编码 区 序列 的 生物 信息 学 分 析 
用 NCBI 在 线 工 具 中 的 Open Reading Frame (ORF) Finder 预测 FmPHV 基因 的 编码 区 
Chttps://www.ncbi.nlm.nih.gov/orffinder/) 。 使 用 SignalP5.0 在 线 分 析 软 件 对 FmPHYV 和 蛋白 进行 信号 肽 的 预 
测 和 分 析 Chttp://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/) 。 利 用 ExPASy 中 protparam 工具 对 该 蛋白 理论 等 电 点 
pl Cisoelectric point) 值 、 亲 水 性 /疏水 性 等 理化 性 质 进 行 分 析 (https://web.expasy.org/protparam/、 
https://web.expasy.org/protscale/ ) 使 用 在 线 分 析 软 件 对 FmPHV 和 蛋白 的 跨 膜 结构 域 进行 分 析 
Chttps://embnet.vital-it.ch/software/TMPRED form.html) 、 利 用 wolf-Psort 在 线 软件 对 FmPHV 蛋白 的 亚 细 
胞 定位 情况 进行 预测 分 析 Chttps://Awolfpsort.hgc.jp/) 。 利 用 NCBI 数据 库 Conserved Domain Search Service 
(CD Search). 在线 分 析 软 件 分 析 FmPHV 的 保守 结构 域 。 使 用 МЕСА7.0 软件 的 Neighbor-Joining 算法 对 
其 他 物种 中 同 源 性 较 高 的 PHV 蛋白 构建 系统 发 育 进化 树 。 利 用 在 线 多 序列 比 对 软件 PRALINE 对 不 同 物 
的 PAV 结构 域 进行 多 重 序 列 比 对 。 
1. 2. 3 水 曲 柳 外 植 体 无 菌 材料 的 获得 
选择 并 收集 一 年 生 或 多 年 生 水 曲 柳 茎 条 。 截 前 长 度 为 4-6 cm 的 茎 段 在 流水 下 冲洗 2-4h， 将 清洗 过 的 
组 织 放 无 菌 烧瓶 中 ，75 % 乙 醇 以 及 5 % 的 次 握 酸 钠 (日 本 Junsei) 对 外 植 体 消毒 。 材 料 接 种 于 MD201 Xi 
养 基 (WPM+4.0 ge! 琼脂 +20 geL?! 蔗糖 +1 теі ЕНІ mg*L'6-BAO 中 暗 培 养 培养 基 ， 并 于 黑暗 条 
件 培 养 7 天。 
1.2.4 实时 奖 光 定量 对 水 曲 柳 不 同 部 位 及 瞬时 侵 染 植株 中 FmPHV 和 相关 基因 表达 量 分 析 
以 水 曲 柳 微 管 蛋白 基因 Tu 作为 内 参 基因 (Livak et al.，2001)， 引 物 见 表 2。PCR 反应 体系 如 下 :10 pL 
Master Mix, 2 uL 模板 cDNA, 10 pmol/L 的 正 反 向 引物 各 1 gL， 用 дано 补足 至 20 pL 的 总 体积 。 扩 
增 反应 利用 Applied Biosystems7500 菊 光 定量 PCR 仪 进行 ， 反 应 程序 : 95 “С30 s. 95 C5 s、60 ‘C34s 
(J£ 40 个 循环 ) 95 C15 s. 60 ‘СІ тіп. 95 ‘CIS s。 每 份 样品 进行 3 次 重复 。 目 标 基因 表达 水 平 运用 
相对 定量 的 2744€T (Livak et al，2001)， 式 中 : Ct 是 热 循环 仪 检测 到 反应 体系 中 奕 光 信号 的 强度 值 〉 计算 。 
表 2 克隆 关键 基因 交 光 定量 PCR 引物 
Table 2 Primers used for key genes for КТ-РСК 


引物 正 向 引物 序列 反 向 引物 序列 

Primers Forward primer sequence Reverse primer sequences 

FmTU 5'-AGGACGCTGCCAACAACTTT-3* 5’-TTGAGGGGAAGGGTAAATAGTG-3’ 
FmPHV-q 5'-CGGATAAGCAAAACTGGGGGT-3* 5'-AGGGTGGTGGCTCCATTATTCA-3* 
FmREV-q 5'-CGGTTACTTTCGCCAGCATAC-3' 5’-GGCTTCATTCCAGGCATTTG-3’ 
FmAHP-q 5'-GTAAGTCACCACCAATGCCCA-3* 5'-TCAGAGTTACAGAGGGTGATGCC-3' 
FmYUC-q 5’-CCAGCATCACCACCTTCAACAT-3’ 5'--CGAACAGACCCTCGGCAAGTA-3* 
FmZPR3-q 5'-GCAGTGCTTGATTCTCCTGGTT-3 5 -АТССАСАСССТАААСТСАААССТС-3' 
FmESR2-q 5'-GGCTTGGAACTTTTGACACG-3' 5'-ТСААССТАТАССААСССАСААС-3' 

FmWINDI-q 5'-TGCCAATCACAGGATCTAAA-3* 5'--CTGACCAAACTGACACGAAA-3* 


2 fS 


2.1 FmPHV 基因 全 长 克隆 与 序列 分 析 

以 水 曲 柳 实生 苗 全 株 的 CDNA 为 模板 进行 PCR 反应 扩 增 ， 获 得 一 条 大 小 为 2100bp 左右 的 片段 ， 扩 增 
结果 见 图 1。 经 测序 ， 通 过 NCBI 数据 库 blastn 比 对 ， 确 定 获得 水 曲 柳 PHV 基因 序列 ， 并 命名 为 FmPHV. 
FmPHV 基因 的 开放 阅读 框 全 长 为 2 112 bp, 编码 了 703 个 氨基 酸 ( 图 2)。 经 过 比 对 , 与 油橄榄 CO/ea europaea) 
OeATHB-14 基因 核 苷 酸 序列 CXM_023011038.1) 的 一 致 性 为 99 %; 与 芝麻 (Sesamum indicum) SiATHB-14 
基因 核 背 酸 序 列 CXM_011098376.2) 的 一 致 性 为 99 %; 与 烟草 (Nicotiana tabacum) NtPHV ЖАЛ EE IR 
序列 (JQ686932.1) 的 一 致 性 为 94 %。 所 以 我 们 确定 水 曲 柳 中 该 基因 为 HD-ZIPIII 转录 因子 家 族 成 员 PHV, 


并 命名 为 FmPHV. 


5000bp 一 -一 
3000bp ——— 


2000bp ———— 
1500bp —— — 
1000bp ——— 


7506р 一 一 一 
5006р —— — 


2506р 一 一 
100bp 一 一 


1 FmPHV 基因 克隆 
Fig.1 PCR Product of FmPHV 


10 20 30 40 50 60 1100 1110 1120 1140 
1 ATGGCTCTTCAAATGCACAGAGAAAGCAACAGTAGCGGTAGTAGTGGCAAGCAGCAAATG 1081 
1 MALQMHRESNSSGSSGKQQM 361 
70 80 90 100 110 120 1150 1160 1170 1180 1190 1200 
61 GACGCCAGCAAGTATGTGAGGTATACACCAGAGCAAGTGGAGGCTTTGGAGAGGGTCTAT 1141 CTCAGGAAACCAATGGAGAGATTCAATGCAGTGGTGGTCGCCAACCTGCTGTACTG 
21 I f S NG ОСА” S IC J de; GC NE dos А4 IG 0 duo M. M 381 A QE T N:G ET Q €. $ Gr G R Q P K V Lb 
130 140 150 160 170 180 1210 1220 1230 1240 1250 1260 
121 GCAGAATGCCCAAAGCCCAGCTCTTTGAGAAGGCAACAACTCATTAGGGAGTGCCCTATC 1201 AGAGCGTTAAGTCAAAAGTTGTGCAGGGGATTCAATGATGCTGTTAATGGATTTATCGAT 
4l A gg (СІР qs 90m de db. Ы Ay (9 G8. JL. 3E de 18 4e 39 1 401 KR XA L S.Q K L € R G EN DÀ VN G EF I D 
190 200 210 220 230 240 1270 1280 1290 1300 1310 1320 
181 CTTTCTAACATTGAACCTAAGCAGATCAAAGTCTGGTTTCAGAATCGTAGATGCCGGGAG 1261 GACGGTTGGTCGATTATGGGTAGTGATGGGGTGGAGGACATCACCATTACCATTAACTCG 
61 OSIN ОП ІР P Ы ПІ АУ ШІ Қ TRR CRIE 421 DG “ОБА T ЗМС Se Dom VUES De Rub XE SDONSSS 
250 260 210 280 290 300 1330 1340 1350 1360 1370 1380 
241 . AAGCAAAGGAAGGAGGCTTCTCGTCTCCATACTGTTAACAGGAAGCTGACTGCCATGAAC 1321 TCTCCAAGTAAATTTCTTGGTTCACAGAGTAACAGTTTGTCCATGCTTCCAACTTTTGGG 
81 SR LH T VN REKL TA MN 441 SPS KEELES Q 8c NS DO SOM: ЛІ ІР» TF б 
310 320 330 340 350 360 1390 1400 1410 1420 1430 1440 
301 AAGCTGTTGATGGAAGAGAATGACCGCTTGCAGAAGCAGGTTTCGCAGCTGGTTTATGAC 1381 GGAATCCTTTGTGCACGAGCATCAATGCTTCTTCAGGATGTACCCCCAGTTTTGCTTATC 
101 K L LMCECEON DOR L.Q K Q Y S Q L Y Y D 461 EMPEGA Re ASS) EST QUID WP Be VES 
370 380 390 400 410 420 1450 1460 1470 1480 1490 1500 
361 AATGGTTTCATGCGTCAAAAACTGCACACAGTAAGCACAACCACCACGGATACCAGCTGT 1441 CGTTTCCTGCGGGAGCACCGCTCTGAATGGGCCGATTATGGTGTTGATGCTTACTGTGCT 
121 Мб ЕЗ КОК TOO T Ne Se TODO D T OT $8 481 K R L RE HR. S E W AD Y VD A Y 6 
430 440 450 460 470 480 1510 1520 1530 1540 1550 1560 
421 GAGTCTGTGGTCGTGAGTGGTCAGCAACAACAACATAACCCAACACCTCAGCATCCCCAA 1501 GCATCTCTTAAGGCTAGTCCATATGCTGTACCTTGTGCAAAGCTGGGTGGTTTCCCTAGT 
14 E S yy v $5 9 9 OQ HON PT PQ HPQ 501 A SL KA SP Y & МРЕСТА КЧО ROS 
490 500 510 520 530 540 1570 1580 1590 1600 1610 1620 
481 АСАСАТССТААТАССССАССТССТСТТСТ 1561 AGTCAAGTAATTTTACCTCTTGCACAGACTGTGGAACACGAGGAGTTTCTGGAGGTGGTT 
161 KR TD A&CNOS PO A GS L L[A T ÁA E E.T АЗЕ 521 SQ. Y DEP LO To УЧЕ НЕЕ ЕСЖ ЕСУ 


1630 1640 1650 1660 1670 1680 
541 1621 CGTTTAGAGGGTCATGCATTCTCCCCAGAGGACCTAGCCTTGTCACGTGATATGTACTTG 
181 , Г I G M KP б 541 Ri, E 6 H ACR S P.E D L A L S RD MY. 
1690 1700 1710 1720 1730 1740 
601 1681 TTACAGCTATGCAGTGGGGTTGATGAAACTTCTGGATCCTGTTCTCAGCTTGTCTTTGCA 
201 po I wo v A 2 СБС A ! 561 L-Q СБ 6G Y D» E T S: 6$ € S Q L V EF A 
1750 1760 1770 1780 1790 1800 
661 1741 CC. “ATG. "GATGA T ГАТА 
221 581 Pio ES PG DOD AUP OL LP SG ЕСУІ 
1810 1820 1830 1840 1850 1860 
721 GGTTTCGCGACTGCCGTTGCCTCGATGTTGTGAGCATAATTCCTATTGGAAATGGAGGI 1801 CCATTGGATTCTAAAACAGATGGGCAAGGAGCAACTCGAACGCTGGATTTGGCTTCTGCA 
241 W P R DC R CL D Vvv-SrT-PIGN eG 601 PUE D SK T D 6:9 (6 A T R T L D L.X S X 
810 5 1870 1880 1890 1900 1910 1920 
781 2 1861 7 TTGGTCCAG CGTCCAGCTGGGGAAATTGATGCTAGTAATCAGAAC 
261 91 621 L Be We GP 3G: SOR POÀ G E ie De Ay $ NO OQ ON 
8 1930 1940 1950 1960 1970 1980 
841 TTTGGATGTTGAGATACACTACAAGTTTGGAAGATGGCAGTCTTGTGATCTGTGAGAGI 1921 CTTAGGTCTGTTTTGACTATTGCATTTCAGTTTGCTTTTGAAAATCACTACAGAGACAGT 
281 P WM L R Y CSE JD ED G9 LYT CER 641 URS TE E TUA QB ТАВ Es ON ОНТ: GRy De 8 
910 920 930 940 950 960 1990 2000 2010 2020 2030 2040 
901 CGTTAACATCTTCGACCGI CCAAGTGGGCCTCCTGTTTCTTGCTTTGTGAGAGC 1981 GTAGCTGCTATGGCTCGTCACTATCTGCGTAATATTGTGGGCTCAGTTCAGAGAGTTGCC 
301 S bos E TG Gp SG Рр Реле Be y К 661 ҮК AM A ROH Y LRN © TM GS ¥ QR VA 
970 980 990 1000 1010 1020 2050 2060 2070 2080 2090 2100 
961 GAAATGCTGCCCAGTGGTTATCTGATACGTCCTTGTGAGGGTGGTGGCTCCATTATTCAQ 2041 ATGGCAATAGCCCCATCTCGGCCCAGTTCCCATATGGTTCCTAAGCCACTTCCTAAGGGC 
321 E.M L-P':S G Y L I R PC E 6 6 6 5 I 681 M oA OT АО SOR UBF Ss o $ HOM V РЕК PEOR K 6G 
1030 1040 1050 1060 1070 1080 2110 
ATCACATTGACTTGGATGCTTGG. CCTGAAGTTCTAAGGCCACTTTA 2101 CAATTCGTTTAA 
H EL D LJ x y Lb REPLY 701 СЕУ ж 


区 域 为 HD 结构 域 ， 下 横 线 区 域 为 b-ZIP 结构 域 ， 直角 框 内 为 START 结构 域 ; “*" 代 表 终 止 密码 子 。 
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2.2 FmPHV Ж 


Note: Gray shadow area is the HD domain; The lower horizontal line is the b-ZIP domain; 


black box is the START domain; 
图 2 FmPHV HERAT WRF LT Hed ЕА 


“ж” represents the stop codon. 


Fig.2 The nucleotide and encoded amino acid sequence of FmPHV 


白质 结构 分 析 


2.2.1 FmPHV 蛋白质 一 级 结构 分 析 


利用 ProtParam 工具 在 线 分 析 , FmPHV 编码 703 个 氨基 酸 , 相对 分 子 质量 76.89 КЮ, 等 
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电 点 Cpl) 6.27, 


不 稳定 系数 55.08， 为 不 稳定 蛋白 (不 稳定 系数 大 于 40 时 ， 预 测 蛋白 质 不 稳定 ， 反 之 则 稳定 ) 。FmPHV 


(2 


Е 


在 两 个 跨 膜 结构 区 域 ， 


乍 白 的 杀 水 / 琉 水 性 分 析 结 果 表明 , FmPHV 5& 
ЖНЖ ЖӘЕ ER, FmPHV 和 蛋白 共有 47 个 疏水 区 和 59 Uer in ЗА) (20.5 
«—0.5 区 域 为 亲 水 区 ， 介 于 十 0.5 一 一 0.5 之 间 主 要 为 两 性 区 域 ) 。 
分 别 在 453 bp-471 bp 4... 
bp-467 bp 氨基 酸 序列 片段 上 存在 的 从 外 到 里 的 跨 膜 结构 


跨 膜 结构 ) > H 


白 平 均 亲 水 系数 (GRAVY ) -0.182, 为 亲 水 蛋白 , 此 外 FmPHV 


区 域 ， 分 数 分别 为 889 41515 ( 


Ds AK IX s 


pA FIR ZR EHI, FmPHV f£ 
区 域 ， 以 及 445 
(分 数 >$00 为 显著 


内 到 外 与 由 外 到 内 的 跨 膜 结构 域 基本 重合 ， 并 且 都 有 强烈 的 跨 膜 螺旋 结构 ， 由 此 可 推断 ， 


FmPHV ЖАЫ АЯН 


HH, FmPHV Ж 


到 内 的 跨 膜 能 力 ， 也 具有 由 ЕТГІ! 能 力 (图 3B) 。 
白 可 能 不 存在 信号 肽 ， 我 们 认为 该 蛋白 为 非 分 泌 和 蛋白 。 利 用 WOLFPSORT 预测 FmPHV 亚 
细胞 定位 ， 结 果 表 明 ，FmPHV 主要 分 布 在 叶绿体 中 ， 占 5714 96, KRIMEA 


少 部 分 分 布 于 襄 泡 中 ， 占 4.28 9?6. 


言 号 肽 预测 结果 表 


田 胞 核 中 ， 占 28.57 96, 


A 氨基 酸 标 度 一 一 Hphob. / Kyte&Doolittle 
S 
2-4 
i | 
$ o M | P 
go “| - 
个 R 
ee У 
-34 
^d 100 200 300 400 500 600 700 0 100 — 200 300 400 700 
(МЕ position (МЕ position 
图 3 ЖМ FmPHV CATHBIAO 4&PIIJZR/WKTE СА) . BRKE (В) 分 析 预 测 


Fig.3 A.Analysis of pro-/hydrophobic B.Transmembrane region analysis of FmnPHV(ATHB14) protein 
2.2.2  FmPHV 蛋白 的 二 级 结构 预测 
利用 SOPMA 在 线 工 具 分 析 FmPHV 和 蛋白 的 二 级 结构 组 成 ,结果 显示 重 白 二 级 结构 主要 由 43.67 %(307 


aa) 的 无 规 卷 1 


| (Random coil) , 36.84% (259 аа) 的 a 螺旋 结构 (Alpha helix) , 14.5196 (102 аа) 的 扩 
展 长 链 (Extended strand) , 4.98% (35 аа) ИРЕ (Beta bridge) 构成 〈 图 4) 。 


HEISE N Gan a 


ik: 横 轴 表示 氨基 酸 位 置 ， 蓝 色 表 示 a 螺 旋 ， 绿 色 表 示 B 转 角 ; 


紫色 表示 无 规则 卷 


会 延伸 链 。 


Note: The horizontal axis represents the amino acid position; the blue represents the alpha helix; the green represents the beta turn; 


the purple represents the random curl; the red marker extends the chain. 


T 


图 4 水 曲 柳 FmPHV & 


的 二 级 结构 预测 


Fig.4 Prediction of secondary structure of FmPHV protein 


白 氨 基 酸 序列 比 对 及 保守 结 


ж 
Ең 


2.2.3 FmPHV & 


分 别 以 FmPHV 


他 物 


esculenta), #11 Juglans regia) . Ў (Nicotiana tabacum), ŻW (Sesamum indicum), #1 


为 域 的 预测 


的 氨基 酸 序列 为 基础 ， 在 NCBI 数据 库 中 检索 与 水 
AK) НЕ Б ET LET. LFA «(Olea europaea) ~ FA (Theobroma cacao) ~ RÈ (Manihot 


FE 
HR 


白 同 源 性 较 高 的 其 


140 FmPHV 


ЕТЕ 


Ж >(Напағоапіһив 


С 


impetiginosus) ~ AX T (Sarracenia purpurea) ~ 2 


叶 石 竹 (Nicotiana sylvestris) . 44° Gpomoea nil), 


绿豆 (Vigna radiata var. radiata) ~ ХӘ. (Glycine max) ~ 7K Ы (Prunus persica) ~ ЌЕ (Prunus avium). 


AAS (Solanum tuberosum) ~ ІЯ 

(Cephalotus follicularis Labill.) ~ Ж (Citrus sinensis) 
中 的 NJ 方法 构建 蛋 
的 油橄榄 OeATHB14 亲缘 关系 最 为 紧密 〈 图 5) 。 


白 的 系统 发 育 进化 树 ， 结 果 显 示 进 化 树 聚 为 两 组 ， 其 


CCorchorus olitorius L.) 、 亮 时 桦 (Betula luminifera) ~ ERE 
、 中 粒 咖 啡 (Coffea canephora) 。 采 


] MEGA7.0.2 
中 水 曲 柳 FmPHV 与 同属 木犀 科 


FmPHV 
OeATHB14 
SiATHB14 
НІАТНВ14 


СсАТНВ14 
InAHTB141 ike 


e 
0. 0100 


注 :FmPHYV 水 


NtATHB14 
NsATHB141 ike 
StATHB141 ike 
ЅТАТНВ141 ike 
HuATHB141 i ke 
TcATHB14 
CoATHB141 i ke 
CsATHB14 
CfHDZIPI 1I 
VvPHV 
BIHDZIP_I11 
JrATHB141 ike 
MeATHB141 ike 
PaATHB14 
PpATHB14 
GmATHB-14 
VrATHB14 


ЖІ. ОеАТНВ14 油橄榄 、CoATHB1l4like 长 戎 黄麻 、HiATHB14 紫花 风铃 .StATHB1l4like 4 #4, SiATHB14 


芝麻 、SIATHBl4like 671. NtATHB14 REWE, MeATHB14like KZ, CsATHB14 柑橘 、TeATHB14 "JTJ, HuATHB14like 
哥伦比亚 锦 葵 、CfHDZIPIII 士 瓶 草 、CcATHB14 中 粒 咖啡 、PpATHB14 1. РаАТНВ14 甜 樱桃 、JrATHB1l4like 胡桃 、 
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VrATHB14 绿豆 、GmATHB14 Xi. BIHDZIPIII 亮 叶 桦 、InATHB1l4like #4. NsATHB14like 细 叶 石竹 、VvPHB 葡萄 
Note: FmPHV(Fraxinus mandshurica Кирг.). ОеАТНВ14(О/еа europaea L.)、 CoATHB14like(Corchorus olitorius L.)、 
HiATHB14(Handroanthus impetiginosus), StATHB 14like(Solanum tuberosum L.), SiATHB14(Sesamum indicum), 
SIATHB 14like(Solanum lycopersicum), NtATHB14(N.tomentosiformis), MeATHB14like(Manihot esculenta Crantz), 
CsATHB14(Citrus), TcATHB14(Theobroma cacao L.) ~ HuATHB14like(Hibiscus esulentus L.) ~ CfHDZIPIII(CepAalotus 
follicularis Labill.), CcATHB14(Coffea canephora), PpATHB14(Prunus persica), PaATHB14(Prunus avium), 
JrATHB14like(Juglans regia) ~ VrATHB14(Vigna radiata), GmATHB14(Giycine тах). BIHDZIPIII(Betula luminifera). 
InATHB4like(/pomoea nil). NsATHB14like(Nicouwana sylvestris). VvPHB(Vitis vinifera) 
图 5: 不 同 植物 PHV CATHBI4) 蛋白 系统 进化 树 分 析 
Fig.5 Phylogenetic analysis ofPHV(ATHB14) from different plants 
利用 在 线 多 序列 比 对 软件 PRALINE 对 FmPHV 蛋白 序列 与 NCBI 数据 库 中 一 些 其 它 物种 的 PHV ЖА 
序列 进行 同 源 性 比较 ， 结 果 表 明 ，FmPHYV 与 其 它 PHV (CATHB-14) 蛋白 序列 的 保守 区 主要 集中 在 3 个 结 
构 域 ,分别 为 HD，b-ZIP 和 START 结构 域 (图 6) 。 包 括 油橄榄 (Olea europaea) СХР 022866806.1) ~ 
野生 烟草 (Nicotiana attenuata) (ХР 009612342.1) 、 可 可 (Theobroma cacao) (EOY25496.1) ~ 2% 
(Sesamum indicum) CXP_020554026.1) ~ ЩЕ (Coffea canephora) (CDP17314.1) ~ 748 (Vitis vinifera) 
(RVW23993.1) 的 PHV (ATHB-14) 氨基 酸 序列 蛋白 高 度 一 致 。 


z 19 20, 30 


ORATERLA nAi 


VrATHRIA 
BIATRRIA MA 


сою 


салада 


22222222298 
FFEFFEFEEEFI 


TWDSQAGDAILE:IMRRSDAILCCSVE 
LADÉLIGDALLEQLWHASSDAINCCSLEK 


CuATMBi4 ASANTTTAXQAGLDMLETILVALQDVILEKILDEAGAE:L. 

AB-NEFTFANQAGLDNLETILVALQDINLOKVLDESQNKIL| 

ASW? TYAMQAGLONMETTLVALQDINLERILDEAGRET: 
AB-NFTFANQACLDNLET LD 

ASAE SF NOAGLDMLETILLALQDINLDKILDEAGAKVII 

нілтив14 UNE SEANGAGLDMMETILVALQDIMLDRILDEAGREIL.BEFSKIMOQOTATLPACYCYS SMCRPVSXEQAIAMKVLNDDDENKCLALMFMNWEF 


^ ASAVETFANQAGLDMLETILVALODINLDRILDEAGARVI EFBKIMQOGFATYLPAQYCOSSMONRPISYEQAVANKVLNDDDSNHCLAFMFMNWEF 
DNAS-VFTFANQAGLDMLETTILVALQDIMLDKILDEAGRKIL -|SEFSKIMQQGFAYLRAGIC-SSMGRPYSYEQATAWKVLNDEDSNHECLAFMFINWSEV 
AB-NETFAMQAGLDNLETTLVALQDINLDKILDEAGNKIL SEFSKIMQOGFAYLPAGICVSSMORPVSYDQAVANKVLNDDDSNECLAFMEFINWBE 
AS^MFTFANQAGLDNLETTLVALOQDINLDKILDEAGRKILCISEFAKIMQQGFAYLPCONCYSSMGRO VSXKQAVAMKVLODDDSNRCLAFMEMNWEEY 
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图 6 FmPHV 和 蛋白 同 源 序 列 比 对 
Fig.6 Homologous alignments of FmPHVprotein 
2. 3 水 曲 柳 形 成 层 愈 伤 组 织 的 获得 及 培养 
2.3.1 水 曲 柳 形 成 层 愈 伤 组 织 的 获得 
获得 水 曲 柳 无 菌 茎 段 外 植 体 后 ， 为 达到 分 离 万 皮 部 和 形成 层 的 目的 ， 使 用 50 теі 的 高 浓度 IBA 
Cindole-3-butytric acid) 溶液 , 在 4 人 条 件 下 对 已 与 木质 部 分 离 的 其 他 部 分 处 理 20h 后 , 将 材料 放 入 0.5 mg 
"ІЛ HJ IBA 低 渗 溶液 中 处 理 15 ming ZARA MD201 #326 (WPM+4.0 geL? 琼脂 +20 geL? 蔗糖 
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+1 mg*L' FREH mg*L'6-BA) 中 暗 培养 7 天 后 ， 取 出 ， 将 木质 部 完全 去 除 后 将 靠近 韧 皮 部 一 侧 置 于 
MD201 培养 基 上 ,上 暗 培 养 7 天 后 即 获得 水 曲 柳 形成 层 愈 伤 组 织 ， 如 图 7 所 示 。 从 左 至 右 分 别 为 : 一 年 生 树 
皮 形 成 层 愈 伤 组 织 〈 部 分 整齐 排列 的 致密 白色 松散 细胞 团 ) ， 一 年 生 树 皮 韧 皮 部 愈 伤 组 织 〈 随 机 分 布 的 仿 
绿色 松散 细胞 团 ) ， 多 年 生 树 皮 形 成 层 愈 伤 组 织 《〈 整 齐 排列 的 致密 白色 松散 细胞 团 ) ， 二 年 生 树 皮 韧 皮 部 
AHHAR A) o 


图 7 特殊 培养 方式 下 的 水 曲 柳 形 成 层 愈 伤 
Fig.7 The stem cambium callus cultures formation layer in the Special culture mode 


in Fraxinus mandshurica Rupr. 


2. 3.2 水 曲 柳 形 成 层 愈 伤 组 织 的 培养 
实验 为 形成 层 您 伤 组 织 继 代 培养 选择 了 WPM, B5, MSB5 三 种 培养 基 进 行 继 代 培养 基 优 化 ， 同 时 对 
形成 层 愈 伤 组 织 和 普通 皮层 愈 伤 组 织 的 生长 量 进 行 了 比较 〈 图 8) 。 
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图 8 水 曲 柳 形 成 层 愈 伤 组 织 培养 
A. 水 曲 柳 形成 层 愈 伤 组 织 继 代 培 养 基 优化 
B. 水 曲 柳 形 成 层 愈 伤 与 普通 愈 伤 
C. 水 曲 柳 形 成 层 愈 伤 与 树 皮 愈 伤 组 织 生 长 量 比 对 


Fig.8 Cambium callus culture of Fraxinus mandshurica Rupr. 


A. Optimization of subculture medium for cambium callus оҒЕ mandshurica 
B.The stem cambium callus and common callus in Е mandshurica 


C. Growth ratio of cambium callus and stem callus of F mandshurica 
实验 选取 WPM, %WPM, B5, MSBS 四 种 培养 基 对 水 曲 柳 形 成 层 愈 伤 进行 继 代 培养 ， 其 中 BS 培养 


基 中 材料 出 现 不 同 程度 的 神化 ， 两 次 继 代 后 材料 死亡 ,，%WPM 培养 基 中 材料 长 势 缓 慢 ， 在 神化 情况 出 现 之 
前 死亡 。MSB5 培养 基 中 材料 长 势 迅速 升 高 ， 但 随即 材料 排出 大 量 多 酚 ，2-3 日 后 死亡 。 我 们 初步 判断 ， 


水 


1 柳 形 成 层 愈 伤 不 适应 富 含 丰富 有 机 物质 的 培养 基 。WPM 培养 基 中 材料 生长 势 虽然 不 如 MSBS 培养 基 ， 


但 是 生长 状态 良好 ， 显 微 镜 下 观察 到 松散 细胞 团 ， 继 代 周 期 为 21 天 (如 图 8A.C) 。 


在 对 形成 层 愈 伤 和 树 皮 愈 伤 在 WPM 培养 基 中 进行 继 代 20 天 左右 后 ， 观 察 到 极 少数 树 皮 边缘 处 出 现 


与 形成 层 愈 伤 完全 不 同 的 乳 黄 色 团 状 紧 密 愈 伤 组 织 〈 如 图 8B ) 。 本 实验 进一步 对 两 种 愈 伤 的 生长 量 进 行 
Sit СА 8С) 。 结 果 表 明 ， 形 成 层 愈 伤 组 织 的 启动 周期 显著 优 于 树 皮 愈 伤 组 织 ， 并 且 前 者 的 生长 量 是 


后 者 的 4 倍 之 多 。 


性 ， 


ERU 


Ш 


由 于 水 曲 柳 形 成 层 愈 伤 组 织 具 有 生长 迅速 ， 细 胞 团 处 于 松散 易 分 离 状 态 等 类 似 于 胚 性 细胞 的 优良 特 
我 们 决定 通过 通过 探究 芽 再 生 关键 基因 PPFF 在 其 中 的 表达 情况 ， 为 水 曲 柳 芽 再 生体 系 的 建立 黄 定 


По 


2. 4FmPHV 基因 的 表达 分 析 
2. 4. LFmPHV 基因 在 水 曲 柳 中 表达 分 析 


分 别 取 实 验 室 培 养 的 水 曲 柳 愈 伤 组 织 和 水 曲 柳 种 子 组 培 培 养 30d 的 幼苗 。 根 、 茎 、 叶 取 自 水 曲 柳 3 年 


生 盆 栽 苗 。 五 月 至 九 月 混合 样 〈 包 括 根 ， 葵 ， 叶 ) 及 雄花 雌花 取 自 野生 多 年 生 水 曲 柳 ， 以 及 以 形成 层 为 来 
源 的 形成 层 愈 伤 组 织 (B 9A, B, C). 
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图 9 PHV 基 因 在 水 曲 柳 中 表达 模式 分 析 
A. 水 曲 柳 PHV 基 因 的 表达 分 析 
B. 水 曲 柳 不 同 部 位 及 形成 层 愈 伤 中 PHV 基 因 的 表达 分 析 
C. 水 曲 柳 种 子 萌发 过 程 中 PHV 基 因 的 表达 情况 分 析 


Fig.9 PHV genes expression mode analysis in Fraxinus mandshurica Кирг. 


A.F.mandshurica PHV genes expression analysis 


B.PHV genes expression analysis in Fmandshurica different part stem cambium callus 
C.PHV genes expression analysis in Fmmandshurica seeds gemination 

对 水 曲 柳 FmPHV 基因 在 不 同 部 位 中 定量 表达 分 析 结 果 表明 (图 OB) ， 该 基因 在 芽 中 高 度 表达 ， 而 在 
其 他 组 织 中 根 、 茎 、 叶 、 花 以 及 种 子 中 的 表达 量 普 遍 不 高 。 形 成 层 愈 伤 组 织 中 FmPHTV 基因 的 表达 量 是 普 
通 培养 愈 伤 组 织 表 达 量 的 22.35 倍 ， 说 明 FmPHTV 对 调控 形成 层 的 愈 伤 组 织 形成 起 到 了 重要 作用 。 

水 曲 柳 快 速生 长 期 为 每 年 的 五 月 至 九 月 ,五 月 复苏 ,六 月 萌芽 ， 同 时 FmPHV 表达 量 在 六 月 达到 最 高 ， 
在 九 月 表达 量 最 低 ， 六 月 里 表达 量 是 九 月 的 29.738 倍 CIL 9A) 。 可 以 推测 该 基因 在 水 曲 柳 芽 发 生 阶段 发 
挥 着 正 调控 作用 。 同 时 形成 层 愈 伤 组 织 中 该 基因 特异 性 高 表达 ， 推 测 该 种 愈 伤 组 织 具 有 芽 再 生 潜力 ， 可 以 
作为 水 曲 柳 再 生体 系 建立 材料 的 来 源 。 
为 进一步 证 明 PaPBF 在 芽 再 生 过 程 中 的 正 向 作用 ， 分 别 选取 水 曲 柳 种 子 萌发 过 程 中 0、2、4、6、8、 
10. 12 以 及 14 天 的 实生 苗 作为 实验 材料 ， 对 水 曲 柳 种 子 萌发 过 程 中 的 Fim PAV 2238 te OL BET SEIN RIGE 
量 PCR 分 析 〈 图 9C) 。 结 果 表明 ， 在 种 子 萌发 过 程 中 ，FmPHT 在 第 2 天 和 第 8 天 分 别 达到 两 个 峰值 ， 分 
别 是 0 天 的 11.379 倍 和 10.236 倍 。 在 芽 再 生 过 程 中 ， 关 键 基因 的 表达 模式 被 发 现 为 两 次 峰值 出 现 的 现象 ， 
而 这 两 次 峰值 分 别 与 水 曲 柳 种 子 芽 的 发 生 阶段 和 芽 伸 长 阶段 相互 对 应 。FmPHTV 基因 的 表达 与 水 曲 柳 ， 进 
一 步 说 明 该 基因 在 芽 再 生 过 程 中 的 重要 作用 。 


ты 
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2. 4. 2FmPHV 瞬时 侵 染 水 曲 柳 对 芽 再 生 通 路 基因 表达 的 影响 

前 人 的 研究 表明 ， PHV CATHB-14) 受到 包括 wox5， 细 胞 分 裂 素 通路 相关 的 48P6， 以 及 生长 素 通 路 
相关 的 YUCS 等 生长 素 以 及 细胞 分 裂 素 多 个 通路 的 关键 基因 的 调控 ,此 外 ，PHTV 能 够 进一步 调控 细胞 维持 
与 芽 再 生 过 程 的 重要 基因 ， 包 括 ARRI, ARR2, WINDI, ESR2 以 及 WUS 等 (图 10A) 。 为 了 揭示 水 曲 柳 
中 FmPHV 对 下 游 基因 的 调控 关系 , 我 们 应 用 355:РНУ-СЕР 过 表达 载体 ,对 水 曲 柳 实 生 苗 进行 瞬时 过 表达 
实验 。 
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图 10 水 曲 柳 芽 再 生 通 路 中 基因 表达 分 析 
A. 干 细胞 命运 分 子 调控 框架 图 B.PHV 基 因 瞬 时 侵 染 水 曲 柳 的 相关 基因 表达 分 析 


Fig.10 Genes expression analysis in shoot regeneration of Fraxinus mandshurica Rupr. 


А.А molecule regulation framework of stem cell fate 

B.Analysis of related gene expression in Fmandshurica with PHV genes transient infiltration 
ZUG]. БМ АД, FmPHV 表达 量 显著 提高 ， 而 FmPHV 下 游 基 因 AHP6. ZPR3 和 MP 基因 
呈现 出 显著 的 下 调 表达 ， 与 之 对 应 的 是 ， 包 括 ARR2, WOXS, ESR2, YUC 和 WUS 等 基因 表达 量 呈 现 出 
不 同 程度 的 升 高 〈 图 10B) 。 值 得 注意 的 是 通路 中 受 PHV 直接 抑制 的 YUC 表达 量 轻微 上 调 现象 ， 我 们 认 
为 PET 可 能 分 别 通 过 不 同 通路 直接 或 间接 的 抑制 生长 素 的 积累 。 同 样 引起 我 们 注意 的 还 有 ， 与 HD-ZIPIII 
转录 因子 家 族 存在 共同 作用 的 В 型 ARRs 家 族 成 员 4RR2 的 高 表达 情况 ，HD-ZIPII-B 型 ARRs 复合 物 与 
WUS 启动 子 结合 ， 并 起 到 进一步 激活 WUS 启动 的 重要 作用 。 同 时 受 PAV 直接 负 调 控 和 通过 细胞 分 裂 素 间 
接 调控 等 多 种 通路 同时 抑制 的 АНР6 的 低 表 达 ， 以 及 受 生长 素 直 接 调控 的 MP 的 低 表 达 ， 我 们 认为 这 表明 
在 PHV 高 表达 后 ， 存 在 生长 素 表达 水 平 下 降 ， 细 胞 分 裂 素 表达 水 平 上 升 的 现象 ， 这 种 变化 在 细胞 微 环境 
中 更 利于 芽 分 化 方向 。 


3 结论 与 讨论 


本 研究 通过 生物 软件 ， 对 FmPHYV 和 蛋白 进行 了 预测 和 生物 信息 学 分 析 。 经 预测 分 析 结 果 表 明 FmPHV 
白 为 稳定 亲 水 蛋白 ， 亚 细胞 分 析 表 明 ， 其 可 能 主要 存在 于 叶绿体 中 。 通 过 对 FmPHYV 蛋白 进行 的 结构 域 
析 , 表 明了 FmPHYV 蛋白 有 一 个 保守 START 结构 域 以 及 C 末端 序列 高 度 保守 氨基 酸 序 列 。 与 之 前 Ursache 
R 等 人 (Ursache et al.，2014) 的 研究 结果 类 似 ，PHYV 基因 编码 植物 特有 的 b-zip 类 转录 因子 ， 通 过 接受 相关 
靶 基 因 的 调控 或 者 蛋白 之 间 的 互 作 而 发 挥 着 重要 的 调控 的 功能 。 

将 FmPHV 的 氨基 酸 序 列 应 用 МСВІ 网 站 的 Blastp 进行 比 对 ， 比 对 结果 表明 ，FmPHYV 和 蛋白 与 油橄榄 、 


у ER 


芝麻 、 烟 草 、 马 铃 茵 、 番 疗 、 和 葡萄 、 毛 果 杨 、 葛 麻 、 可 可 、 拟 南 芥 等 物种 的 对 应 蛋白 的 同 源 性 较 高 。 同 时 
应 用 比 对 结果 构建 了 系统 进化 树 《〈 见 图 5) 。 进 化 树 表 明 ， 水 曲 柳 FmPHV 和 蛋白 与 同 科 同属 植物 油橄榄 中 
的 同 源 蛋白 在 进化 上 亲缘 关系 较 近 。 

本 研究 同时 对 FmPHTV 在 水 曲 柳 种 子 出 芽 阶段 和 生长 季 期 间 的 表达 进行 了 分 析 。 由 于 水 曲 柳 休眠 期 长 ， 
节律 性 强 ， 所 以 每 年 的 五 月 至 九 月 作为 水 曲 柳 快速 生长 的 季节 ， 内 源 激素 和 基因 的 表达 情况 分 析 在 水 曲 柳 
生长 发 育 研究 中 尤为 重要 。 本 实验 发 现 该 基因 在 水 曲 柳 芽 中 表达 量 高 于 其 他 组 织 ， 在 水 曲 柳 种 子 萌发 过 程 
中 的 第 2 天 和 第 8 天 FmPHTV 分 别 达 到 两 个 峰值 ， 分 别 是 0 天 的 11.379 倍 和 10.236 倍 。 在 芽 再 生 过 程 中 ， 
关键 基因 的 表达 模式 被 发 现 为 两 次 峰值 出 现 的 现象 ， 与 Chen L 等 人 (CHEN et al.，2016) 关 于 芽 再 生 过 程 
中 关键 基因 的 研究 结果 类 似 ， 推 测 FmPHT 在 芽 发 生 阶段 和 芽 伸 长 阶段 基因 的 高 表达 。 其 具体 表达 模式 有 
待 进 一 步 研 究 。 

此 外 ， 本 研究 对 水 曲 柳 实生 苗 进 行 的 FmPHV 瞬时 侵 染 实验 中 ， 在 对 生长 素 与 细胞 分 裂 素 相 关 通 路 中 
关键 基因 的 表达 量 进 行 分 析 后 ， 我 们 可 以 验证 与 前 人 论述 一 致 的 分 子 调控 通路 (ZHANG et al., 2017; 
Perez-Parron et al., 1994; SANG etal., 2018; ZHANG etal., 2015; Bishopp etal., 2011; Muller et al., 
2016; Reinhart et al., 2013; Carlsbecker et al., 2010; HUANG et al.，2014)。PP 太 显著 表达 后 ， 受 其 直接 
抑制 的 YUCS 表达 量 上 升 , 其 直接 激活 的 ZPR3 表达 量 下 降 ， 可 以 推测 为 PHV 蛋白 与 B 型 ARRs 大 量 结合 
空间 激活 WUS 表达 ， 导 致 WUS 表达 量 上 升 。 同 时 PAV 直接 以 及 通过 AHP6 间接 两 种 方式 抑制 生长 素 的 
积累 ， 降 低 MP 的 表达 ， 降 低 CLV3 对 WUS 的 抑制 作用 ， 实 现 WUS 的 激活 甚至 干细胞 侈 的 重建 。 
PHTV 在 水 曲 柳 非 休眠 期 (每 年 的 五 月 至 九 月 〉 中 的 六 月 表达 量 最 高 ， 可 以 推测 该 基因 在 水 曲 柳 芽 发 生 
阶段 发 挥 着 积极 作用 。 同 时 FmPHV 在 形成 层 愈 伤 组 织 中 特异 性 高 表达 ， 并 显著 高 于 以 树 皮 为 来 源 的 其 他 
愈 伤 组 织 ， 合 理 推 测 该 种 愈 伤 组 织 可 以 作为 水 曲 柳 再 生体 系 建立 材料 的 优秀 来 源 。 

综 上 所 述 ， 水 曲 柳 FmPHTV 基因 参与 芽 发 生 过 程 并 且 发 挥 正 向 作用 。 表 明 FmPHV 可 能 作为 调控 植物 
芽 再 生 过 程 中 以 及 生长 素 一 细胞 分 裂 素 细 调 通路 中 的 重要 节点 而 发 挥 作用 ， 同 时 FmPHV EK Bl BUE FX I: 
愈 伤 组 织 中 高 度 表 达 ， 该 种 愈 伤 组 织 具 有 芽 再 生 潜力 ， 可 以 作为 水 曲 柳 再 生体 系 建立 材料 的 来 源 。 然 而 水 
巾 控 网 络 及 分 子 机 制 仍 有 待 进一步 研究 。 
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